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© Verfahren zur Gewlnnung von Prolnsulln mit korrekt verbundenen Cystlnbrtlcken. 



@ Es wird ein Verfahren zur Gewlnnung von Proinsulin mit korrekt verbundenen CystinbrUcken aus einer 
entsprechenden Proinsulinaminosaurekette in Anwesenheit von Mercaptan, chaotropen Hilfsstoffen und einem 
pH-Wert von 10 bis 11 beschrieben, sowie seine direkte Isolierung aus dem Reaktionsansatz nfiit Hilfe 
hydrophober Adsorberharze. 
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Humaninsulin ist ein Protein mit zwei Aminosaureketten mit zusammen 51 Aminosaureresten In den 
beiden Amrnosaureketten konnmen 6 Cysteinreste vor. wobei je zwei Cysteinreste Ober eine DIsulfidbrUcke 
unteremander verbunden sind. In biologisch aktivem Humaninsulin sind die A- und B-Ketten Qber zwei 
CystinbrOcken miteinander verbunden, und eine weitere CystinbrOcke kommt in der A-Kette vor Innerhalb 

5 eines HumaninsulinmolekOls gibt es statistisch gesehen 15 MQglichkeiten zur Ausbildung von DisulfidbrQk- 
ken Im brologisch wirksamen Humaninsulin kommt nur eine der 15 Moglichkeiten vor. Die folgenden 
Cysteinreste sind im Humaninsulin miteinander verknOpft- 
A6-A11 
A 7 - B 7 

70 A 20 -8 19 

Die Buchstaben A oder B stehen fur die jeweiligen Insulinketten. die Zahl fUr die Position des Aminosaure- 
restes, die vom Ammo- zum Carboxylende der jeweiligen Aminosaurekette gezahit wird. DisulfidbrOcken 
konnen auch zwischen zwei HumaninsulinmolekUlen ausgebildet werden. so daB leicht unObersehbar viele 
verschiedene DisulfidbrOcken entstehen konnen. 

15 Ein bekanntes Verfahren zur Herstellung von Humaninsulin beruht auf der Verwendung von humanen 
Proinsulin. Humanes Proinsulin ist ein Protein mit einer linearen Aminosaurekette aus 86 AminosMureresten 
wobei die A- und B-Ketten des Humaninsulins Ober ein C-Peptid mit 35 Aminosaureresten miteinander 
verbunden sind. Die Ausbildung der in Humaninsulin vorkommenden Disulfid-brOcken erfolgt Ober ein 
Zwischenprodukt. wobei die Cysteinreste des Humaninsulins mit einer Schwefelschutzgruppe z B einer S- 

20 Sulfonat (-S-SOa )-Gruppe versehen sind (EP 0 037 255). Femer ist ein Verfahren zur Gewinnung von 
Proinsulin mit korrekt verbundenen CystinbrUcken bekannt (Biochemistry. 60, (1968), Seiten 622 bis 629) 
das von Proinsulin aus Schweinen ausgeht. bei dem die Cysteinreste als Thioreste (-SH) vorliegen Unter 
dem Begnff korrekt verbundenen CystinbrUcken" versteht man die DisulfidbrUcken, die in biologisch 
aktiven Insulin aus SMugetieren vorkommen. 

25 Gentechnische Verfahren eriauben es, menschliches Proinsulin oder Proinsulin. das eine von Humanin- 
sulin abweichende AminosSuresequenz und/oder AminosaurekettenlMnge hat, in Mikroorganismen herzustel- 
len Die von gentechnisch veranderten Escherichia-coli-Zellen hergestellten Proinsuline haben keine korrekt 
verbundenen CystinbrUcken. Ein Verfahren zur Gewinnung von Humaninsulin mit E. coli (EP 0 055 945) 
beruht auf folgenden Verfahrensschritten: 

30 Fermentation der Mikroorganismen - ZellaufschluB - Isolierung des Fusionproteins - Bromcyanspaltung des 
Fusionproteins - Isolierung des Spaltprodukts mit der Proinsulinsequenz - Schutz der Cysteinreste von 
Proinsulin durch S - Sulfonat-Gruppen - Ausbildung der korrekt verbundenen CystinbrUcken - Sulfitolyse - 
Entsalzen des Proinsulins - Chromatographische Reinigung des Proinsulins mit korrekt verbundenen 
CystinbrUcken - Konzentrierung der Proinsulinlosung - Chromatographische Reinigung der konzentrierten 

35 Proinsulinlosung - Enzymatische Spaltung des Proinsulins zur Gewinnung von Humaninsulin - Chromatogra- 
phische Reinigung des entstandenen Humaninsulins. 

Nachteile dieses Verfahrens sind die Anzahl der Verfahrensschritte und die Verluste bei den Reini- 
gungsschntten die zu einer geringen Ausbeute an Insulin fuhren. Wegen des vielstufigen Verfahrensweges 
mUssen erhebliche Verluste bei dieser Verfahrensweise in Kauf genommen werden. Von der Stufe des 

40 isolierten Fusionproteins Uber Bromcyanspaltung. Sulfitolyse und Reinigung des Proinsulins muS mit einem 
bis zu 40/oigenn Verlust von Proinsulin gerechnet werden (EP 0 055 945). Ahnlich hohe Verluste konnen im 
verlauf der nachfolgenden Reinigungsschritte bis zum Endprodukt auftreten. 

Ausbeutesteigerungen bei der gentechnischen Herstellung von Humaninsulin Oder Insulinderivaten 

45 Unn " erzie\en. wenn die Zahl der notwendigen Verfahrensschritte wesentlich verringert werden 

Aufgabe der vorllegenden Erfindung war es. ein Verfahren zur Gewinnung von Proinsulin mit korrekt 
verbundenen CystinbrUcken der Proinsulinaminosaurekette zu entwickeln. bei dem weniger Verfahrens- 
schntte notig sind und insgesamt geringere Reinigungsverluste auftreten. 

Es wurde nun ein Verfahren zur Gewinnung von Proinsulin der Formel I 
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(A6) I I (A20) 

HH-Cly Cy» Cy« Cy« Cyt r'-OH 

(A1) I (A7) (ill) I 



f^i R« Cyt ^ Cyt — 

(B1) (B7) (B19) 



20 gefunden, 

das dadurch gekennzeichnet ist, daB man 
A) ein Protein der Formel II, 



R2-R'-B2-B29-Y-X-Gly-A2-A20-R3 (II) 



mit einer Menge eines Mercaptans, die 2 bis 10 Reste -SH des Mercaptans pro Cysteinrest des Proteins 
der Formel II ergibt, in Gegenwart von einem chaotropen Hilfsstoff in einem waBrigen Medium bei einem 
pH-Wert von 10 bis 11 und einer Konzentration des Proteins der Formel II von 0,05 bis 0,3 g pro Liter 
waBrigen Mediums umsetzt und das erhaltene Proinsulin der Formel I 
30 B) mit 3 bis 50 g eines hydroplioben Adsorberharzes pro Liter waBrigen Mediums bei einem pH-Wert 
von 4 bis 7 versetzt, 

C) das Adsorberharz mit adsorbiertem Proinsulin der Formel I isoliert und 

D) das Proinsulin der Formel I vom Adsorberharz desorbiert; 
dabei ist in Formel I und II 

35 X 

a) ein genetisch kodierbarer AminosSurerest oder 

b) ein Peptid mit 2 bis 35 Aminosaureresten, 
Y ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest, 

R^ ein Phenylalaninrest oder eine kovalente Bindung, 

40 R2 

a) ein Wasserstoffatom, 

b) ein genetisch kodierbarer AminosSurerest oder 

c) ein Peptid mit 2 bis 45 AminosSureresten, 
R3 ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest und 

45 die Reste A2 - A20 entsprechen der Aminosauresequenz der A-Kette von Humaninsulin, tierischem Insulin 
Oder einem Insulinderivat und die Reste B2 - B 29 entsprechen der Aminosauresequenz der B-Kette von 
Humaninsulin, tierischem Insulin oder einem Insulinderivat. 
Bevorzugt sind Proteine der Formel II; dabei ist 
X ein Peptid mit der Aminosauresequenz der C-Kette von Humaninsulin, 
50 Y ein Aminosaurerest aus der Gruppe Ala, Thr oder Ser, 
R' der Aminosaurerest Phe, 

R2 

a) Wasserstoffatom oder 

b) ein Peptid mit 2 bis 25 Aminosaureresten, 

55 R3 ein Aminosaurerest aus der Gruppe Asn, Ser oder Gly, 

und die Reste A2 - A20 und B2 - B29 entsprechen der Aminosauresequenz der A- und B-Ketten von 
Humaninsulin. 
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Besonders bevorzugt sind Proteine der Formel II; dabei ist 
X ein Peptid mit 2 bis 35 AminosSurereste, wobei am Anfang und Ends des Peptlds zwei basische 

Aminosaurereste, insbesondere Arg und/oder Lys stehen, 
Y der Aminosaurerest Thr, 
R' der Aminosaurerest Phe, 

R2 

a) Wasserstoffatom oder 

b) ein Peptid mit 2 bis 15 Aminosaureresten, an dessen Carboxylende der Aminosaurerest Met 
Oder Arg steht. 

der Aminosaurerest Asn, 

und die Reste A2 - A20 und B2 - 829 entsprechen der AminosSuresequenz der A- und B-Ketten von 
numaninsulin. 

P!!!'''^^®"'^^'^^'^^ gefunden. daB das Protein der Formel II nicht in einem Oblicherv^eise dem 

.nfo v°''3"S9ehenden Reaktionsschritt vollstSndig reduziert werden muB (R. Jaenicke. R. Rudolph 

1989. Folding Proteins, in Protein Structure a practical Approach; ed. Creighton. T.E. 8 191-224 JRL Press 
Oxford; EP 0 219 874) und daB bei der beschriebenen Verfahrensweise trotz eines hohen Anteils von 
Fremdprotein (70 - 90 %) Faltungsausbeuten erzielt werden. die in vergleichbarer HShe liegen wie bei der 
Faltung von entsprechend gerelnigtem Proinsulin mit -SH-Schutzgruppen. 

Das erfindungsgemafle Verfahren eriaubt. verglichen mit den bisher bekannten Methoden. eine wesent- 
hch schnellere Herstellung mit hoheren Ausbeuten. Ursache dafUr ist die Vermeidung der Verfahrensschritte 
Suimolyse und gegebenenfalls Bromcyanspaltung sowie die bisher unbekannte Moglichkeit. Proinsulin 
entsprechend der Formel (I) direkt aus ihrem denaturierten Zustand in Gegenwart begrenzter Mengen von 
chaotropen Salzen m hohen Ausbeuten in die biologisch aktive Struktur zu falten. Dadurch wird es mSglich 
das entstandene Proinsulin durch Adsorption aus der Faltungslosung abzutrennen. So konnen die Proinsuli- 
ne ohne Zwischenisolierung oder Reinigung nach Desorption vom Adsorptionsmittel der enzymatischen 
Konyersion zu Insulin zugefQhrt werden. Das erfindungsgemafle Verfahren fUhrt zu einem erheblich 
verkOrzten Herstellungsverfahren. das wegen kUrzerer Standzeiten und Vermeidung von Verlusten Ausbeu- 
testeigerungen in Hohe von 25-100 % gegenOber den bekannten Verfahren ermoglicht 

Die Arninosauresequenz von Peptiden und Proteinen wird vom N-terminalen Ende der Aminosaurekette 
an bezeichnet. Die in Formel I in Klammem gemachten Angaben. z.B. A6. A20, B1 B7 oder B19 
entsprechen der Position von AminosSureresten in den A- oder B-Ketten des Insulins. 

FUr den Begriff "genetisch kodierbarer Aminosaurerest" stehen die Aminosauren 

Gly, Ala, Ser, Thr, Val, Leu, lie, Asp, Asn, Glu, Gin, Cys, Met, Arg, Lys, His, 
Tyr, Phe, Trp, Pro 

und Selenocystein. 

For die Begriffe "Reste A2 - A20" und "Reste B2 - B 29" von tierischen Insulin werden beispielsweise 
die Ammosauresequenzen von Insulin aus Rindern. Schweinen oder HUhnem verstanden 
Der Begriff Reste A2 - A20 und B2 - B29 von Insulinderivaten steht fUr die entsprechenden Aminosaurese- 
quenzen von Humaninsulin. die durch den Austausch von Aminosauren durch andere genetisch kodierbare 
Aminosauren gebildet werden. 

Die A-Kette von Humaninsulin hat folgende Sequenz (Seq Id No. 1): 

Gly, lie, Val, Glu, Gin, Cys, Cys, Thr, Ser, lie, Cys, Ser, Leu, 
Tyr, Gin, Leu. Glu, Asn. Tyr, Cys, Asn 



Die B-Kette von Humaninsulin hat folgende Sequenz (Seq Id No. 2 ): 
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Phe, Val, Asn, Gin, His, Leu, Cys, Gly, Ser, His. Leu, Val, Glu, 
Ala, Leu. Tyr, Leu, Val. Cys. Gly. Glu. Arg, Gly, Phe, Phe, Tyr, 
^ Thr, Pro, Lys, Thr 

Die C-Kette von Humaninsulin hat folgende Sequenz (Seq Id No. 3). 

'° Arg. Arg. Glu. Ala. Glu. Asp. Leu, Gin. Val. Gly. Gin. Val. Glu, Leu, Gly, Gly, 
Gly. Pro. Gly, Ala, Gly, Ser, Leu, Gin, Pro, Leu , Ala, Leu, Glu, Gly, Ser, Leu, 
Gin, Lys, Arg. 

JS 

Chaotrope Hilfsmittel sind Verbindungen, die in waBriger Losung WasserstoffbrUckenbindungen bre- 
chen, belspielsweise Amnnoniumsulfat, Guanidinhydrochlorid, Ethylencarbonat, Thiocyanat, Dimethyisulfoxid 
und Harnstoff. 

20 Der Begriff hydrophobes Adsorberharz steht fUr nicht ionische, hydrophobe, vernetzte Polymere und/oder 
Copolymers, beispielsweise Polystyrol Oder Copolymers aus Styrol und Divinylbenzol, insbssondere poly- 
msrs Adsorbsrharzs mit groBsr Obsrflachs und vielen groBen Poren, z.B. Handeispraparate der Firmen 
Rohm and Haas odsr Mitsubishi Chemical Industries Ltd. wie XAD16, XAD1600 oder HP20. 
Untsr dsm Begriff Mercaptan werden Verbindungen verstanden, die wasseriSsiich sind und wenigstens eine 

25 -SH-Gruppe enthalten. Beispiele fUr diese Verbindungen sind Dithiothreitol, Dithioerythrol, 2-Mercaptoetha- 
nol, Cystein, Methylthiogiykolat, 3-Mercapto-1 ,2-propandiol und 3-Mercaptopropionsaure. 

Das Protein der Forme! 11 kann mit Hilfe einer Vielzahl gentechnischer Konstrukte in Mikroorganismen 
gebildet werden (EP 0 489 780, EP 0 347 781, EP 0 453 969). Die gentechnischen Konstrukte werden in 
Mikroorganismen wie Escherichia coli oder Streptomyceten wahrend der Fermentation exprimiert. Die 

30 gebildeten Proteine werden im Inneren der Mikroorganismen abgelagert (EP 0 489 780) oder in die 
Fermentationslosung ausgeschieden. 

FOr das erfindungsgemaBe Verfahren konnen Proteine der Formel II eingesetzt werden, die direkt nach 
dem ZellaufschluB noch mit einer Vielzahl von Proteinen, die aus der Fermentationslosung und aus den 
Mikroorganismen stammen, verunreinigt sind. Die Protsine der Formel II konnen absr auch in vorgersinigtsr 

35 Form bsispieiswsiss nach einer Fallung oder einer chromatographischen Reinigung eingssstzt wsrden. 
Beim Verfahrensschritt A) geht man wie folgt vor: 
Die Proteins wsrden in einem chaotropen Hilfsmittel oder in Mischungen von verschiedensn chaotropen 
Hilfsmittein gelost. Bsvorzugt wird Guanidinhydrochlorid in einer Konzsntration von 6 bis 10 M, bevorzugt 8 
M, bszogen auf Wasser als LosungsmittsI, vsrwsndet. Der pH-Wert des Rsaktionsgsmischs betragt 8,5 bis 

40 10,8. Bsispiele fOr brauchbars Puffsr sind Phosphat-, Tri(hydroxymethyl)aminomethan(Tris)-, Borat- oder 
Glycinpuffer. Die Konzentratlon der Puffersubstanzen im wSBrigem Medium betragt bis zu 0,5 M, bevorzugt 
von 0,005 M bis 0,5 M, besonders bevorzugt von 0,05 bis 0,1 M. AnschlieBend wird die Proteinmischung 
mit einer wSBrigen Mercaptanl5sung gemischt. Dadurch werden folgende Konzentrationen in der Reaktions- 
losung (bezogen auf Wasser) eingestellt: 

45 Die Konzentratlon des Proteins der Formel II betragt 0,05 bis 0,3 g/l, bevorzugt 0,1 bis 0,2 g/l. 

Die Menge des Mercaptans betragt 2 bis 10 Reste -SH des Mercaptans pro Cysteinrest des Proteins 
der Formel II, bevorzugt 3 bis 6. 

Der pH-Wsrt dsr Losung betrSgt 10 bis 11, bevorzugt 10,8. Es werden die obengenannten Pufferkompo- 
nsntsn vsrwsndst. Der genaue pH-Wert wird durch Zugabe von Natronlauge eingestellt. Die Konzentratlon 
50 dsr Puffsrkomponenten betragt 0,005 bis 0,5 M, bevorzugt 0,05 bis 0,1 M. 

Die Konzsntration des chaotropen Hilfsmittels im Rsaktionsansatz mit dsm Msrcaptan betrSgt weniger 
als 1 M, bevorzugt 0,1 bis 0,8 M, insbesonders 0,3 bis 0,6 M. Als Msrcaptan wird bsvorzugt Cystsin odsr 2- 
Msrcaptosthanol allsin odsr als Mischung singssstzt. 

Dis Temperatur wShrend der Faltung im Verfahrensschritt A) betrSgt 0* C bis 50 • C, vorzugsweise 2* 
55 C bis 30 'C, insbesondere 4 'C bis 10 'C. Dis Rsaktionszeit bstragt 3 bis 12 Stundsn, bsvorzugt 4 bis 8 
Stunden, insbesonders 5 Stundsn. 

Das Ergebnis von Vsrfahrsnsschritt A) ist sin Proinsulin der Formel I, welches korrekt verbundene 
Cystinbrtlcken enthalt. 
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Be. Verfahrensschritt B) wird die Reaktionslosung aus Verfahrensschritt A) mit einer Saure wie 
Salzsaure oder Schwefelsaure auf einen pH-Wert von 4 bis 7 eingestellt. Wenn es zu TrUbungen der 
Losung kommen sollte, werden diese durch Filtration oder Zentrifugatlon entfernt. Die verbliebene LSsung 
uoon"!!* hydrophoben Adsorberharz versetzt. Als gOnstig haben sich Harze vom Typ des XAD oder 

HP20 bewahrt. Die Menge des Harzes betrSgt 3 bis 50 g pro Liter Reaktionslosung, bevorzugt 10 bis 25 g/l 

Die erhaltene Suspension wird 3 bis 4 Stunden gerUhrt. Die Adsorption des Proinsuiins der Formel I an 
das Harz wird durch Probennahme und HochdruckflUssigchromatographie-Analyse (HPLC-Analyse) kontrol- 
hert. Sobald kein Proinsulin nnehr in der Losung nachweisbar ist, wird das Adsorberharz von der waBrigen 
Reaktionslosung abgetrennt (Verfahrensschritt C). Dies erfolgt beispielsweise durch Filtration oder Zentrifu- 
ga^on nach bekannten Methoden. Das Harz mit adsorbiertem Proinsulin wird mit einer rein waGrigen oder 
pufterhaltigen w&erigen LSsung gewaschen. 

Die Desorption (Verfahrensschritt D) des Proinsuiins der Formel I erfolgt nach bekannten Methoden die 
vom verwendeten hydrophoben Adsorberharz abhangen. Die Desorption erfolgt bei XAD- oder HP20- 
Adsorberharzen beispielsweise durch eine waBrige LQsung. die 10 bis 50 % eines mit Wasser mischbaren 
nichtionischen organischen LQsungsmittels, z.B. ein (C, -CO-Alkanol. enthalt. Bevorzugt wird 50 % Isopro- 
panol im LSsungsmittel Wasser venArendet. Die Desorption des Proinsuiins der Formel I erfolgt beispielswei- 
se durch Waschen mit der IsopropanollSsung. Das Waschen kann in einem RGhrkessel durch Mischen mit 
der Isopropanollosung erfolgen oder durch Chromatographie in einer Saule. Das Volumenverhaltnis Harz zu 
Isopropanolldsung betragt 1:1 bis 1:10 bevorzugt 1:1.1 bis 1:2. Die Waschschritte kSnnen ein- bis fUnfmal 
wiederholt werden, bevorzugt zweimal. Die vereinigten Isopropanolfraktionen konnen direkt oder nach 
Verdunnung mit Wasser fUr weitere Chromatographiereinigungen oder fUr die enzymatische Spaltung des 
Proinsuiins zu Insulin verwendet werden (Kemmler et al., J. Biol. Chem. 246 (1971) Seite 6786; EP 0 305 
760). ' 

In den folgenden Beispielen wird das erfindungsgemaBe Verfahren im einzelnen beschrieben Prozent- 
angaben beziehen sich auf das Gewicht, sofern nicht anders angegeben. 

Beispiel 1 

Durch Fermentation von genetisch modifizierten Escherichia-coli-Zellen (EP 0 489 780) wird Proinsulin 
1 mit folgender AminosSuresequenz hergestellt. Proinsulin 1 (Seq Id No. 4): 

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val Asn Gin His 
Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu 
Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu 
Gin Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu 
Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu 
Gin Cys Cys Thr Ser lie Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys 
Asn 



Proinsulin 1 entspricht der Formel II, dabei ist 
X C-Peptid von Humaninsulin, 
Y Thr (B30), 
R' Phe (B1), 

R^ ein Peptid mit 11 Aminosaureresten, 
R3 Asn (A21) und 

A2 - A20 die Aminosauresequenz der A-Kette von Humaninsulin (AminosSurereste 2 bis 20) und B2 - B29 
die Aminosauresequenz der B-Kette von Humaninsulin (AminosSurereste 2 bis 29). 

In den E -coli-Zellen sammelt sich das exprimierte Proinsulin 1 und bildet EinschluBkSrper. Nach 
Beendigung der Fermentation werden die Zellen durch Zentrifugatlon abgetrennt und durch Gbliche 
Hochdruckhomogenisation aufgeschlossen. Die freigesetzten FusionsproteineinschluBkorperchen werden 
durch Zentrifugatlon isoliert. 



6 



EP 0 600 372 A1 



1000 g der isolierten FusionsproteineinschluBkorper (bezogen auf Trockenmasse nach Gefriertrock- 
nung) des Proinsulins werden in 100 I einer 8 M Guanidinhydrochlorid-Losung bei pH 10,8 gelost. Nach 
Zentrifugation geringer Mengen TrObstoffe wird die klare Losung in 900 I einer waBrigen Cysteinlosung 
(125 g Cysteinhydrochloridhydrat) bei einenn pH-Wert von 10,8 und einer Temperatur von 4 'C eingerUhirt. 
5 Der Ante!) des insulinhaltigen Fusionproteins wird nnit Hilfe von SDS-Elektrophorese-Scan (U.K. Lamli, 
Nature, Band 227. Seiten 680-685, 1970) bestimmt. Er betrSgt 15 %. 

Nach AbschluB der Faltungsreaktion wird mit Hilfe der analytischen HPLC ein Proinsulin-Gehalt im 
Reaktionsansatz von 105 g gemessen. 

Die Losung wird nnit 6 N HCI auf einen pH von 4,5 eingestellt und eine leichte TrUbung durch Zentrifugation 
10 entfernt. Zur klaren Losung werden 30 kg von HP20 (Mitsubishi Chemical Industries Ltd., DOsseldorf, 
Deutschland) gegeben. Die Suspension wird etwa 4 Stunden langsam gerUhrt, bis kein Proinsulin 1 mehr inn 
Uberstand nachzuweisen ist. Durch RItration Uber eine Nutsche wird das Harz abgetrennt und mit Wasser 
gewaschen. Die Desorption des Produktes erfolgt durch AufschlMmmung des Harzes in 50 I 50%iger, 
waBriger IsopropanollSsung. Filtration und Inkubation mit der Isopropanollosung wird zweimal wiederholt. 
75 Die Ausbeute an Proinsulin der Formel I betragt 103 g. 



HPLC-Analyse 

0,5 g Protein werden in 40 ml einer Losung aus 6 M Guanidinhydrochlorid, 50 mM Tris, pH 8,5, 5 mM 
20 Ethylendiamintetraacetat (EDTA), 1 % 2-Mercaptoethanol, 10 mM Dithiothreitol bei 95 'C fQr 2 min gelost 
und dann bei 14000 g fOr 20 min zentrifugiert. Von dem klaren Oberstand werden 0,02 ml auf eine 
HochdruckflQssigchromatographiesaule aufgetragen. 

Saule: ©Nucleogel RP 300-5/46 (Macherey & Nagel, Aachen, Deutschland) 

Gradient: Puffer A: 0,1 % Trifluoressigsaure (TFA) 

25 Puffer B: 0,09 % TFA in Acetonitril 

Temperatur: 55 'C 

Gesamtlaufzeit: 15 min, 

Der Gradient ist gekennzeichnet durch die folgende Mengen von Puffer B nach den entsprechenden 
Laufzeiten : 

30 10 min 25%, 12 min 60 %, 13 min 90 %, 15 min 100 %. 
FluB: 1 ml/min 

Detektion: 215 nm 

Retentionszeit von Proinsulin: 9 min. 

35 Beispiel 2 

Durch Fermentation von einem genetisch modifizierten E. coll (EP 0 347 781) wird ein Proinsulin 2 mit 
folgender AminosSuresequenz hergestellt: Proinsulin 2 (Seq Id No:. 5) 



40 



45 



50 



Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr Gin Leu Gin Leu Glu 
His Leu Leu Leu Asp Leu Gin Met lie Leu Asn Gly lie Asn Asn Tyr 
Lys Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met lie Glu Gly Arg Phe Val Asn Gin 
His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly 
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Gly lie Val Glu Gin 
Cys Cys Thr Ser He Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys Asn 



In den E.-coli-Zellen sammelt sich das exprimierte Proinsulin 2 und bildet haufig EinschluBkorper. Der 
AufschluB der Zellen erfolgt wie in Beispiel 1. Die so erhaltenen Proinsuline werden einer Bromcyanspal- 
tung untenworfen und es entsteht Proinsulin 3 (Seq Id No. 7). 
55 Proinsulin 3 entspricht der Formel II, dabei ist 

X Arg, 

Y Thr (B30), 

R' Phe (81), 



7 
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ein Peptid mit 4 Aminosaureresten. 
Asn(A21)und 

^ '^1 T f ' ^"t^P^^'^^^^" der Aminosauresequenz der A- und B-Ketten von Humaninsulin 

Nach der Bromcyanspaltung wird der Gehalt an Proinsulin 3 mit Hilfe der SDS-Elektrophorese in einer 
gefnergetrockneten Probe mit 9.2 % insulinhaltiges Protein quantitativ bestimmt '"'^^°P^°^«^« 
1000 g des Proinsulin 3 warden wie im Beispiel 1 mit Cysteinhydrochloridhydrat Inkubiert Danach wird 
mittels anajj,sche HPLC ein Gehalt von 63 g an Proinsulin der Formel I in dem gesamter^ Lktionsan^^ 

Srohia USA. ^"'""^ Haas CompanT 

nJlTrT : ""d aus der Reaktionsiosung entfemt. Nach Waschen des Harzes und 

Desorption des Produktes wird der Gehalt an Proinsulin der Formel I mit 56 g bestimmt. 

Beispiel 3 

f«. von einem gentechnisch modifizierten E. coli (EP 0 489 780) wird Proinsulin 4 mit 

folgender Ammosauresequenz hergestellt: Proinsulin 4 (Seq Id No: 6) ^-roinsulm 4 mit 

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val Asn Gin His 
Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu 
Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Gly lie Val Glu Gin Cys 



Cys Thr Ser lie Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys Asn 

Proinsulin 4 entspricht der Formel II, dabei ist 
X Arg, 
Y Thr, (830). 
R' Phe (B1). 

R^ ein Peptid mit 1 1 Aminosauren. 
R3 Asn (A21) und 

^ N?.h "a^^I; ^ntsprechen der Aminosauresequenz der A- und B-Ketten von Humaninsulin. 
oewonnen ntZ h ' ^'"l" J""' Homogenisat das Fusionsprotein durch Zen rifugation 

plZnn! "^^^ Bestimmung des Produktgehaltes (15 %) wie in Beispiel 1 1000 g zur 

2st Z n 'T T^rr '=^«""9^«"=beute am Ende der Reaktion wird wie in Beispiel Z 60 % 
bestimmt. Die Ausbeute betragt 108 g Proinsulin. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) aix:ekexne information: 

5 

(i) ANKELDBR: 

(A) NAME: HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT 

(B) STRASSE: - 

(C) ORT: Frankfurt am Main 

(D) BUNOESLANDi - 

(E) LAND: Deutsehland 
10 (F) POSTLEITZAHLt 65926 

(G) TELEPHONi 069-305-6047 

(H) TELEFAX: 069-357175 
(X) TELEX: 41234-700 hod 



75 



30 



35 



40 



45 



(11) ANMELDETITEL: Verfahran zur Cawlnnung von Prolnoulln mlt 
korrekt verbundanan Cystlnbruecken 

(ill) ANZAHL DER SEQUENZENt 7 



(iv) COMPUTER-LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTBM: PC-DOS/MS-DOS 

20 (D) SOFTWARE: PatantIn Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 

(E) ANMELDE-NR.: (V) (A) EP 93 118 993.0 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUBNZ CHARAKTERXSTIKA: 

(A) lXngE: 21 Aroinosiiuren 
25 (B) ART: AminoBilure 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(vl) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Eacherichia coll 

(ix) HERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUssEL: Protein 

(B) LAGE: 1..21 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Gly lie Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lie Cya Ser Leu Tyr Gin Leu 
15 10 15 

Glu Asn Tyr Cys Asn 
20 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(1) SEQUENZ CHARAKTERXSTIKA: 

(A) LiiNGE: 30 Amlnos&uren 

(B) ART: AmlnoB&ura 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEKUlS: Protein 

(vl) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coll 

(Ix) MERKMALE: 
50 (A) NAME/SCHLUsSEL: Protein 

(B) LAGE: 1..30 



55 
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(xi) SEQUBNZBESCHREIBUNG: SEQ ID NOs 2s 

Phe Val Asn GXn Hia Lau Cya CXy Ser Hia Leu Val Clu Ala Leu Tyr 
15 10 IS 

Leu Val Cya Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lye Thr 
20 25 30 

INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3i 

(1) SEQUENZ CHARAXTERISTIKAi 

(A) LKNGEt 35 Aminoaiiuren 

( B ) ART t AmlnoaKu re 
(D) TOPOLOGIES linear 

(11) ART DES HOLEKttLSs Protein 

(vi) ursprUnliche HERKUNFTs 

(A) ORGANISHUS: Eacherichia cell 

(ix) HERKMALB: 

(A) name/schlUssels Protein 

(B) LAGE: 1..35 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly 
15 10 15 

Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Clu Gly Ser Leu 
20 25 30 

Gin Lya Arg 

35 

INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LXNCE: 97 Aminoeauren 

(B) ART I Aminoaiiure 
(D) TOPOLOGIES linear 

(ii) ART DES MOLEKUlS: Protein 

(vi) ursfrUnliche HERKUNFT: 

(A) ORGANISHUS t Eacherichia coli 

(ix) MERKMALEs 

(A) NAME/SCHLOsSEL: Protein 

(B) LAGE: 1..97 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID 

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn 
1 5 

Leu Cya Gly Ser Hia Leu Val Glu 
20 

Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lye 
35 40 

Gin Val Gly Gin Val Glu Leu Gly 
50 55 

Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser 
65 70 



NO: 4: 

Ser Ala Arg Phe Val Aan 61n His 

10 15 

Ala Leu Tyr Leu Val Cya Gly Glu 
25 30 

Thr Arg Arg Glu Ala Glu Aap Leu 
45 

Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu 

60 

Leu Gin Lya Arg Gly lie Val Glu 
75 80 
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Gin Cys Cys Thr Ser lie Cye Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Aan Tyr Cys 
85 90 95 

5 

(2) INFORKATION ZU SEQ XD NO: S: 

(1) SEQUENZ CHARAKTERZSTIKAt 

(A) lXngE: 96 Amlnosiiuren 

(B) ART: AminoBliure 

70 (D) TOPOLOCIE: linear 

(11) ART DES MOLEkUlS: Protein 

(vl) URSPRUNLICHE HERKUNFTt 

(A) ORGANZSKUS: Bscherlchl* coll 

IS (Ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUsSEL: Protein 

(B) LAGE: 1..96 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



SO 



(xl) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lye Lys Thr Gin Leu Gin Leu Glu 
15 10 15 

His Leu Leu Leu Asp Leu Gin Met lie Leu Aan Gly lie Aan Asn Tyr 
20 25 30 

Lys Asn Pro Lya Leu Thr Arg Met lie Glu Gly Arg Phe Val Asn Gin 
35 40 45 

His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly 
50 55 60 

Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lya Thr Arg Gly lie Val Glu Gin 
65 70 75 80 

Cys Cys Thr Ser lie Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys Aan 
85 90 95 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAXTERISTZKA: 

(A) tJiNGE: 63 Aminoaiiuren 

(B) ART: Affiinoaiiure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(vi) URSPRONLICHE HERKUNPT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAHE/SCHLOsseL: Protein 

(B) LAGE: 1. .63 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ 10 NO: 6t 

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val Aan Gin His 
1 5 10 15 

Leu Cya Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu 
20 25 30 



55 
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Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Gly lie Val Glu Gin Cye 
35 40 45 

Cys Thr Ser lie Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys Asn 
50 55 60 

(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) lXngE: 56 Aminos^uren 

(B) ART: Aminoaaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Protein 

(vi) URSPRONLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLtisSEL: Protein 

(B) LAGE: 1..56 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID 

He Glu Gly Arg Phe Val Asn Gin 
1 5 

Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly 
20 

Lys Thr Arg Gly He Val Glu Gin 
35 40 

Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys Asn 
50 55 



NO: 7: 

HiB Leu Cys Gly Ser Hia Leu Val 
10 15 

Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro 
25 30 

Cys Cys Thr Ser He Cya Ser Leu 
45 



PatentansprUche 

1. Verfahren zur Gewinnung von Proinsulin der Formel 1 



HN-G I y - 
(A1 ) 



(B1 ) 



(A6) 
C y s — 



Cys _ 
(B7) 



C y t - 
(A7) 



Cyt — 
(All) 



(A20) 
Cy » — 

I 

S 

1 

s 



r'-oh 



Cyt — 
(B19) 



dadurch gekennzeichnet, daB man 
A) ein Protein der Formel II, 
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R2-Ri-B2-B29-Y-X-Gly-A2-A20-R3 (II) 

mit einer Menge eines Mercaptans, die 2 bis 10 Reste -SH des Mercaptans pro Cysteinrest des 
Proteins der Formel II ergibt, in Gegenwart von mindestens einem chaotropen Hilfsstoff in einem 
wSBrigen Medium bei einem pH-Wert von 10 bis 11 und einer Konzentration des Proteins der 
Formei II von 0.05 bis 0,3 g pro Liter waBrigen Mediums umsetzt und das erhaltene Proinsulin der 
Formel I 

B) mit 3 bis 50 g eines hydrophoben Adsorberharzes pro Liter waBrigen Mediums bei einem pH- 
Wert von 4 bis 7 versetzt, 

C) das Adsorberharz mit adsorbiertem Proinsulin der Formel I isollert und 

D) das Proinsulin der Formel I von Adsorberharz desorbiert; 
dabei ist in Formel I und II 

X 

a) ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest oder 

b) ein Peptid mit 2 bis 35 AminosSureresten, 

Y ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest, 

R^ ein Phenylalaninrest oder eine kovalente Bindung, 

R2 

a) ein Wasserstoffatom, 

b) ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest oder 

c) ein Peptid mit 2 bis 45 AminosMureresten, 
R^ ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest und 

die Reste A2 - A20 entsprechen der Aminosauresequenz der A-Kette von Humaninsulin, tierischem 
Insulin oder einem Insulinderivat und die Reste 82 - B 29 entsprechen der Aminosauresequenz der B- 
Kette von Humaninsulin, tierischem Insulin oder einem Insulinderivat. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB ein Protein der Formel II eingesetzt wird, 
dabei ist 

X ein Peptid mit der Aminosauresequenz der C-Kette von Humaninsulin, 

Y ein AminosSurerest aus der Gruppe Ala, Thr oder Ser, 
R' der Aminosaurerest Phe, 

R2 

a) Wasserstoffatom oder 

b) ein Peptid mit 2 bis 25 Aminosaureresten, 

R^ ein Aminosaurerest aus der Gruppe Asn, Ser oder Gly, 
und die Reste A2 - A20 und B2 - B29 entsprechen der Aminosauresequenz der A- und B-Ketten von 
Humaninsulin. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB ein Protein der Formel II eingesetzt 
wird, dabei ist 

X ein Peptid mit 2 bis 35 Aminosaurereste, wobei am Anfang und Ende des Peptids zwei 
basische AminosMurereste, insbesondere Arg und/oder Lys stehen, 

Y der AminosSurerest Thr, 
R' der AminosSurerest Phe, 
fV 

a) Wasserstoffatom oder 

b) ein Peptid mit 2 bis 1 5 AminosSureresten, an dessen Carboxylende der Aminosaurerest 
Met Oder Arg steht, 

R' der AminosSurerest Asn, 
und die Rest A2 - A20 und B2 - B29 entsprechen der Aminosauresequenz der A- und B-Ketten von 
Humaninsulin. 

Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprUche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Mercaptan Cystein oder Cysteinhydrochloridhydrat eingesetzt wird. 

Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprUche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB als 
hydrophobes Adsorberharz ein vernetztes Polystyrol oder ein Copolymer aus Polystyrol und Divinyl- 
benzyl eingesetzt wird. 
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Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Proinsulin der Formel I vom Adsorberharz mit Isopropanol desorbiert wird. 

Proinsulin der Formel I, erhalten nach einem Verfahren, gemaB einer oder mehrerer der Ansprliche 1 
bis 6. 
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